慢性髓性白血病（CML）的主要特征是形成bcr-abl融合基因，产生具有强酪氨酸激酶活性的bcr-abl融合蛋白，导致下游信号转导通路异常[@b1]--[@b2]。目前，伊马替尼作为CML的一线治疗药物，疗效显著。但是随着伊马替尼耐药的逐渐加重，寻找新的治疗靶点成为了目前研究的热点。CCAAT／增强子结合蛋白α（C/EBPα）是C/EBP转录因子家族的重要成员。近年来研究发现，C/EBPα在肺癌、乳腺癌、宫颈癌、CML等多种肿瘤中表达下降[@b3]--[@b6]，部分急性髓系白血病（AML）患者出现C/EBPα基因甲基化。C/EBPα也是调控髓系祖细胞分化为成熟粒细胞的关键转录因子，C/EBPα磷酸化后，髓系祖细胞粒系分化受阻[@b7]--[@b8]。由此可见，C/EBPα与血液系统肿瘤的发生关系密切。本研究中，我们检测CML患者中C/EBPα的表达情况，并探讨C/EBPα对CML细胞株K562细胞的作用及影响机制，为寻找CML的治疗新靶点提供思路。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：收集2013年3月至2015年3月我院门诊及住院的50例CML患者的骨髓标本。CML诊断参照文献[@b9]，其中慢性期（CP）33例，加速期（AP）7例，急变期（BP) 10例。以20名健康志愿者外周血标本作为正常对照。本研究方案获得青岛大学医学院伦理委员会批准，并且所有入选者均被告知并签署了知情同意书。

2．主要试剂：慢病毒载体pLVX-EGFP-3FLAG-Puro、CCK-8试剂盒购自上海生博医学生物工程科技有限公司；RNA提取TRIzol试剂、逆转录PCR及PCR试剂盒与胎牛血清均购自北京全式金生物技术有限公司；RPMI 1640培养液购自美国Gibco公司；bcr-abl融合基因检测试剂盒购自上海源奇生物医药科技有限公司。

3．细胞来源及处理：肾上皮细胞系293细胞、CML细胞株K562细胞均购自上海生博医学生物工程科技有限公司。参照文献[@b10]方法构建转染C/EBPα基因的K562细胞株（K562-C/EBPα细胞）及转染空载体PLVX-EGFP-3FLAG-Puro的K562-空载体细胞。置于含10％灭活胎牛血清、100 U/ml青霉素、100 µg/ml链霉素的RPMI 1640培养液，37 °C、5% CO~2~、饱和湿度培养箱中培养，常规换液传代。

4．CCK-8法检测细胞增殖：取对数生长期K562、K562-空载体及K562-C/EBPα细胞，调整细胞密度为5×10^4^/ml，接种于96孔板，每孔加入细胞悬液100 µl，每组细胞设3个时间组，分别培养6、24、48 h后，每孔加入CCK-8试剂10 µl，继续培养4 h，用酶标仪检测450 nm处的吸光度值。绘制细胞增殖曲线。每组设3个复孔，实验重复3次。

5．伊马替尼处理K562细胞：取未处理的对数生长期K562细胞，调整细胞密度为5×10^5^/ml，接种于6孔板，每孔加细胞悬液2 ml。设A、B两组，A组加入终浓度为1 µmol/L的伊马替尼溶液，为伊马替尼处理组；B组加入等体积RPMI 1640培养液，为对照组。培养3、6、9、24 h时收集细胞。每组设3个复孔，实验重复3次。

6．RT-PCR检测相关基因表达：使用TRIzol试剂盒按说明书提取各组细胞（CML患者及正常对照者，未处理K562、K562-空载体及K562-C/EBPα细胞，伊马替尼处理组及对照组）RNA，应用逆转录试剂盒制备cDNA。以β-actin为内参照，引物序列及产物长度见[表1](#t01){ref-type="table"}。PCR体系：2×Easy Taq Mix 10.5 µl，上下游引物（10 µmol/L）各0.5 µl，cDNA 1.0 µl，加双蒸水至25 µl。β-actin、Foxo3a条件：94 °C预变性5 min, 94 °C 30 s、55 °C 30 s、72 °C 1 min，共35个循环；72 °C延伸10 min。C/EBPα条件：94 °C预变性5 min；94 °C 45 s、61 °C 45 s、72 °C 30 s，共35个循环；72 °C延伸10 min。Bim条件：94 °C 5 min; 94 °C 30 s、62 °C 30 s、72 °C 1 min，共35个循环；72 °C延伸10 min。取PCR产物10 µl于16 g/L琼脂糖凝胶电泳，于凝胶成像系统观察分析并拍照。

###### RT-PCR引物序列

  基因名称   引物序列（5′→3′)                       产物长度(bp)
  ---------- -------------------------------------- --------------
  β-actin    上游引物：GGCATCGTGATGGACTCCG          612
             下游引物：GCTGGAAGGTGGACAGCGA          
  C/EBPα     上游引物：CACCGCTCCAATGCCTAC           372
             下游引物：CCCATCGCAGTGAGTTCCG          
  Bim        上游引物：CGCCACTACCACCACTTGATTCT      480
             下游引物：GCCATACAAATCTAAGCCAGTAAATA   
  Foxo3a     上游引物：ATGCGGGTCCAGAATGAG           532
             下游引物：GCGGGAGCGTGATGTTAT           

7．统计学处理：采用SPSS 19.0软件进行统计学分析，正态分布的计量资料用*x*±*s*表示，两组间比较采用*t*检验；两者之间相关性分析采用Spearman方法进行分析；非正态分布计量资料采用非参数检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．C/EBPα基因在CML中的表达情况：CML患者C/EBPα mRNA的相对表达量为0.24±0.03，显著低于正常对照者（0.81±0.06），差异有统计学意义（*P*\<0.01）。其中CP、AP及BP患者C/EBPα mRNA相对表达量分别为0.28±0.04、0.20±0.06及0.15±0.06，组间差异无统计学意义（*P*\>0.05）。CML患者C/EBPα mRNA及bcr-abl融合基因表达水平呈负相关（*r*=−0.505，*P*\<0.01）。

2．伊马替尼对C/EBPα基因表达的影响：结果见[图1](#figure1){ref-type="fig"}，伊马替尼处理3、6、9、24 h的K562细胞C/EBPα mRNA相对表达水平分别为0.028±0.008、0.034±0.010、0.041±0.013、0.230±0.071。伊马替尼处理24 h时C/EBPα mRNA表达水平明显高于对照组（0.025±0.004），差异有统计学意义（*P*\<0.05）。

![伊马替尼处理K562细胞不同时间C/EBPα mRNA表达水平\
M：Marker；1：对照组；2\~5：分别为伊马替尼处理3、6、9、24 h](cjh-36-11-947-g001){#figure1}

3．C/EBPα过表达对K562细胞增殖的影响：CCK-8法培养细胞的增殖曲线见[图2](#figure2){ref-type="fig"}，K562-C/EBPα细胞培养0、6、24、48 h后细胞增殖水平分别为0.056±0.005、0.088±0.010、0.290±0.031、0.792±0.091，其中培养48 h细胞增殖水平明显低于未处理K562细胞（0.792±0.091）及K562-空载体细胞（1.338±0.075），差异均有统计学意义（*P*\<0.05）。

![CCK-8法检测不同处理组K562细胞增殖曲线](cjh-36-11-947-g002){#figure2}

4．相关基因的表达情况：K562-C/EBPα细胞Foxo3a mRNA的相对表达量为1.06±0.06，显著高于K562-空载体（0.54±0.06）和K562细胞（0.43±0.08），差异有统计学意义（*P*\<0.01）。K562-C/EBPα细胞Bim mRNA的相对表达量为0.53±0.07，高于K562-空载体（0.26±0.03）和K562细胞（0.21±0.01），差异有统计学意义（*P*\<0.05）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![不同处理组K562细胞凋亡相关基因Bim、Foxo3a mRNA的表达情况\
1：DL2000；2：K562细胞；3：K562-空载体细胞；4：K562-C/EBPα细胞](cjh-36-11-947-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

C/EBPα基因位于染色体19q13.1，是亮氨酸拉链转录因子家族成员之一，在CML的发生和粒细胞的增殖分化中起着重要的调控作用[@b11]--[@b12]。C/EBPα是髓系细胞生成的关键因子[@b13]，同时也是细胞增殖抑制因子，其抑制增殖的途径主要有[@b14]：①与细胞周期素偶联激酶抑制因子p21作用，提高p21活性；②与亮氨酸拉链碱性区Max蛋白相互作用，稳定周期蛋白依赖性激酶2（CDK2）的抑制物，抑制CDK2和CDK4活性；③与游离的E2F相互作用，抑制E2F活性而阻断细胞周期进程。大约有10％的AML会出现C/EBPα的突变，N-端突变则导致p42蛋白减少，p30蛋白增多，从而影响C/EBPα的正常功能[@b15]--[@b16]。目前研究发现C/EBPα突变主要存在于AML中，在CML中尚未发现有关突变情况[@b17]。

CML患者C/EBPα表达下调的机制主要是bcr-abl融合蛋白通过诱导多聚胞嘧啶结合蛋白E2的异常表达，降低C/EBPα mRNA的水平[@b6],[@b18]。本研究中，CML患者C/EBPα mRNA相对表达量显著低于正常对照者，并与bcr-abl融合基因表达水平呈负相关，与上述结论一致。但是C/EBPα mRNA的表达水平在CML的各个分期之间差异无统计学意义，可能与样本量较少有关。伊马替尼主要是针对bcr-abl融合蛋白的靶向药物，可以降低酪氨酸激酶的活性，诱导bcr-abl^+^细胞凋亡，达到治疗CML的目的。本研究我们用伊马替尼处理K562细胞，测得C/EBPα的表达水平增加，可能是伊马替尼降低了bcr-abl蛋白的酪氨酸激酶活性，阻断了下游信号通路对C/EBPα的抑制作用，使C/EBPα水平上调。

在本实验中，我们利用逆转录病毒感染K562细胞，成功构建了稳定表达C/EBPα的细胞株K562-C/EBPα细胞，且发现K562-C/EBPα细胞Foxo3a、Bim mRNA的表达量均高于K562-空载体和K562细胞组，可能机制是转入C/EBPα可上调Foxo3a基因表达，进一步作用于下游靶基因Bim，从而促进细胞凋亡。Foxo3a是转录因子Foxo家族的成员之一，具有明显的肿瘤抑制作用，其主要靶分子有细胞死亡调节因子（如Bim）、细胞周期蛋白依赖激酶抑制因子（如P27^kip1^）和FasL[@b19]--[@b20]。Foxo3a转录因子能抑制AML细胞株HL-60细胞的生长和增殖，上调Bim mRNA和蛋白表达，诱导细胞凋亡[@b21]。Ferrari-Amorotti等[@b22]发现C/EBPα可以通过调控Foxo3a在K562细胞凋亡过程中发挥作用。目前，关于C/EBPα、Foxo3a单个基因在CML中的表达及作用有较多的研究，但是否存在C/EBPα-Foxo3a-Bim信号通路对CML进行调控，还需进一步实验来加以论证。

综上所述，伊马替尼可以上调K562细胞C/EBPα的表达水平，C/EBPα表达上调可以抑制K562细胞增殖，促进凋亡相关基因Foxo3a、Bim的表达。因此，或可利用上调CML患者C/EBPα的表达，来干预CML细胞的增殖或凋亡途径，从而为CML的治疗提供新的思路。
